第 40 卷 第 2 期 E E 学 报 Vol. 40, No. 2 
1997 年 5 月 ACTA ENTOMOLOGICA SINICA May, 1997 


JS CLEA S AS UK Ct 
AB ij, is Bg AY SE XE 


于 靖 * xt Up FE EL-Said Fawag Abdalla 
《中国 科学 院 动物 研究 所 ”北京 100080) (国立 研究 中 心 植保 系 开罗 RR) 


摘要 ”乙酰胆碱 酯 酶 CACHE) 敏感 性 降低 是 小 菜 蛾 对 有 机 磷 和 氨基 甲酸 酯 产生 抗 性 的 重要 
机 制 之 一 ,已 得 到 广泛 的 承认 和 报道 。 一 种 用 硝酸 纤维 素 膜 的 斑点 法 鉴定 个 体 小 菜 蛾 的 抗 性 
AChE 不 敏感 性 的 应 用 技术 ,提供 了 早期 侦 测 和 随后 监测 田间 种 群 抗 性 的 可 能 性 。 此 法 操作 
简便 灵敏 。 小 菜 蛾 抗 性 品系 (GBR) 和 田间 种 群 成 虫 头 部 AChE 活力 ， 在 残杀 威 抑制 时 ， 抑 
制 率 分 别 为 50. 97 9643. 96 76. AX SUBE TETERI » 4122963. 78 265835. 87 6. 较 敏感 品系 
的 AChE 为 不 敏感 。 


关键 词 小 菜 蛾 ， 抗 药性 ， 乙 酰 胆 碱 酯 酶 ， 氨 基 甲 酸 酯 


小 菜 蛾 Plutella xylostella (L.) 是 世界 性 的 十 字 花 科 的 重要 害虫 之 一 。 在 温带 地 区 ， 
一 般 每 年 发 生 4 一 6 代 ; 在 热带 地 区 , 每 年 发 生 18 代 左右 。 在 我 国 的 广东 省 , FEDERE 
完成 20 代 左右 。 由 于 小 菜 蛾 的 繁殖 速度 快 , 发 育 不 整齐 , 世代 重合, 所 以 对 杀 虫 剂 的 抗 药 
性 发 展 迅 速 。 小 菜 蛾 抗 药性 在 一 些 国 家 中 有 报道 , 如 日 本 Hama”, 美国 Tabashnik 4", 
澳大利亚 Altman WR PR As 70 8377 A Liu 和 Sun’, RHE SPUR RRS. 不 仅 
对 一 般 化 学 杀 虫 药剂 而 且 对 昆虫 生长 调节 剂 和 微生物 农药 苏 云 金 杆 菌 Bacillus 
thuringiensis (Berliner) 都 有 抗 性 产生 。 由 于 小 菜 蛾 抗 药 性 问题 日 趋 严 乍 和 突出 , 自 1985 年 
第 一 届 国 际 小 菜 蛾 治理 研讨 会 之 后 ， 对 小 菜 蛾 抗 性 机 制 和 治理 策略 进行 了 厂 泛 的 研究 。 
用 增 效 剂 测试 出 小 菜 蛾 对 拟 除虫菊 酯 的 抗 性 机 制 是 体内 的 氧化 酶 解毒 作用 后 “~ ，Yao 
等 中 用 离 体 试验 ， 证 明了 台湾 地 区 小 菜 蛾 纺 虫 对 氰 戊 菊 脂 的 抗 药 性 和 艾 氏 剂 环 氧化 酶 有 
关 ， 陈 言 群 等 “证实 了 艾 氏 剂 环 氧化 酶 在 量 及 质 上 的 差异 及 细胞 色素 P-450 含 量 的 提高 
是 导致 小 菜 蛾 抗 性 发 生 和 发 展 的 重要 机 制 之 一 。Sun 等 -2 和 唐 振 华 等 52 报 道 了 乙酰 胆 碱 
酯 酶 的 不 敏感 性 是 有 机 磷 杀 虫 剂 的 共同 抗 性 机 制 ， 并 开展 了 害虫 抗 药性 的 快速 测定 方法 
研究 。 国 外 学 者 用 分 子 生 物 学 和 生物 化 学 方法 侦 测 研究 了 昆虫 的 抗 性 与 技术 天 ~… 。 随 着 
害虫 抗 药性 的 严重 发 展 ， 要 求 有 简捷 灵敏 的 害虫 抗 性 早期 测报 技术 ， 并 能 在 实验 室内 进 
行 害虫 抗 药性 比较 ， 更 有 效 地 用 于 抗 药性 预测 并 为 抗 药性 治理 提出 合理 对 策 。 

为 此 ， 本 工作 根据 小 菜 蛾 对 有 机 磷 和 氨基 甲酸 酯 杀 虫 剂 产生 抗 性 的 乙酰 胆 碱 酯 酶 不 
敏感 性 的 作用 机 制 ， 研 究 能 迅速 测定 田间 小 菜 蛾 种 群 抗 性 个 体 频率 的 方法 ， 从 而 可 得 出 
害虫 的 抗 性 预测 ， 以 便 达 到 合理 的 抗 性 治理 之 目的 。 
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1 材料 和 方法 
1.1 供 试 小 菜 蛾 


敏感 品系 : JS 品系 由 日 本 住友 化 学 工业 株式 会 社 提 供 。 抗 性 品系 : GBR 抗 性 品系 于 
1988 年 采 自 广东 省 宝安 县 马 田 菜 场 ”…” 。 后 在 室内 用 和 氰 成 菊 酯 和 马拉松 交替 处 理 。 东 莞 种 
群 (DG) 于 1994 年 采 上 自 广 东 省 东莞 菜场 ,采集 前 该 场 用 有 机 磅 杀 虫 剂 对 小 荣 蛾 进行 防治 。 


1.2 供 试 药品 、 试 剂 和 仪器 


对 氧 磷 (Paraoxon), 90% 5E HE, Sigma 产品 。 残 杀 威 (Propoxur), 969654 HE, WHS 
化 工 研究 所 提供 。 碘 化 硫 代 乙酰 胆 碱 (Acetylthiocholine iodide, Hl ATCh), Sigma P^ dh. 
5，5- 二 硫 - 双 (2- 硝 基 葵 甲酸 ) (5, 5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) Bf DTNB), Fluka 产 
品 。 柠 檬 酸 钠 (Tri-sodium citrate)， 上 海 试 剂 一 三 产品 。 其 它 化 学 试剂 均 为 分 析 纯 或 化 学 
纯 。 硝酸 纤维 素 膜 ，0. 45 pm 规格 ， 中 国产 品 。 携 带 式 彩色 光 密 度 计 (Densitometer Rep 
Model) 为 美国 Tobias Associates 公司 产品 。 


1.3 生物 测定 


按照 FAO 法 , 选 小 荣 蛾 3 龄 幼虫 , 用 CO; 麻醉, 将 配制 的 系列 浓度 的 杀 虫 剂 丙 酮 液 
以 0. 43 uL 量 点 滴 在 幼虫 的 胸部 背 板 上 , 并 设 有 丙酮 对 照 , 24 h 后 检查 死亡 率 。 计 算 所 得 
结果 的 LDi。、 回 归 方 程式 和 95%% 的 可 信 限 等 。 


1.4 AChE 活性 及 其 残留 活性 则 定 


将 羽化 后 2 d 的 小 菜 蛾 成 虫 头 部 剪 下 后 放 在 次 比 色 盘 的 小 槽 内 ， 加 入 5 BL 的 
100 mmol/L 磷 酸 缓 冲 液 (pH7. 5), 用 玻璃 棒 色 浆 后 ,再 加 入 45 uL 同样 缓冲 液 使 之 均匀 泥 
合 。 取 一 小 张 (1 cm X1 em). 擦 镜 纸 ， 放 在 匀 浆 液 上 ， 滤 出 的 上 清 液 作为 酶 源 。 用 毛细 管 
移 液 器 取 每 槽 内 的 酶 液 分 别 滴 在 大 小 合适 的 三 张 硝 酸 纤维 素 膜 上 。 当 斑点 干 后 ， 立 即 进 
行 下 一 试验 步骤 或 放 入 口袋 内 保存 于 冰箱 中 。 将 三 张 膜 分 别 放 入 三 个 塑料 口袋 中 。 

AS: 50 mL 水 中 加 入 25 uL 酒精 ; 

B$: 50 mL 水 中 加 入 25 uL, 100 mmol/L 残杀 威 酒精 溶液 ; 

C 袋 : 50 mL 水 中 加 入 25 uL, 10 mmol/L 对 氧 磷 酒精 溶液 。 

塑料 口袋 在 30 CC 条件 下 保温 15 min 后 移出 纤维 素 膜 并 用 蒸 饮 水 冲洗 。 冲 洗 后 的 膜 
在 配 好 的 显 色 液 中 显 色 。 显 色 液 配制 应 依 顺 序 加 入 。 

a. 17 mL K; 

b. 25 mL 100 mmol/L 磷酸 缓冲 液 (PH7.5); 

c. 1 mL 100 mmol/L FRA; 

d. 2 mL 30 mmol/L 硫酸 铜 ; 

e. 4 mL 100 mmol/L KALA GI Bode; 

f. 1 mL 5 mmol/L 碘 化 硫 代 乙 酰 胆 碱 〈 现 配制 )。 
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残杀 威 处 理 组 的 显 色 液 中 需 再 加 25 mL, 10 mmol/L ARR, 以 避免 AChE AH Bw 

在 室温 中 放置 3. 5 h， 时 时 摇动 有 显 色 液 的 培养 中。 最 后 用 水 冲洗 , 干燥 后 存在 信封 

中 。 

将 光 密 度 计 波长 调节 钮 调 到 蓝 色 点 ， 在 此 波长 范围 内 测量 膜 上 各 斑点 的 光 密 度 
(OD) 值 。 


2 结果 
2.1 HKE 


GBR m AXIE HRR E Rn] B AAA E LA 98, ik PRA RI KR E R BOR 
比 JS 敏感 品系 的 敏感 性 明显 降低 ， 抗 药性 分 别 为 JS 品系 的 13.8，10.1 和 5. 4 倍 ( 表 1) 。 


表 1 有 机 磷 和 氮 基 甲酸 酯 对 室内 小 菜 娥 品系 的 毒 力 
LDso 回归 方程 式 LDso 


可 
品系 杀 虫 剂 ug/ B ne 置信 限 R/S 
JS Ae aN fe 0. 27 7. 864- 2. 39x 0. 19~0. 37 1.0 
马拉松 0. 78 6. 71 十 2. 37x 0.19~0. 29 1.0 
RE 0. 25 6. 31 十 1. 17x 0. 12 一 0. 58 1.0 
GBR A AL 3. 67 5. 104-2. 06x 2. 45 一 5. 43 13. 8 
马拉松 7. 86 4. 764-0. 86x 3. 11—9. 86 10.1 
灭 多 威 1.35 5.42+0. 86x 0. 64~3. 04 5.4 
2.2 AChE 活力 测定 表 2 小菜 蛾 成 虫 头 部 ACHE 活力 
AChE 活力 ”标准 差 


品系 R/S 


用 硝酸 纤维 素 膜 的 斑点 法 ， 测 得 的 小 菜 i (OD 值 )  +SD 
蛾 敏感 品系 和 抗 性 品系 成 虫 头 部 的 AChE on "i e e 
活力 值 ( 表 2)。 东莞 种 群 ” 0.18 0.07 2.00 
表 中 结果 显示 ,室内 状 选 的 GBR 品系 的 
AChE 活力 为 JS 品系 的 1. 88 倍 ; 1994 年 从 东莞 菜场 采集 的 小 菜 蛾 AChE 活力 为 JS 品系 


的 2 倍 ， 表 明了 抗 性 品系 和 田间 种 群 的 小 菜 蛾 成 虫 头 部 的 AChE 活力 较 敏感 品系 为 高 。 
2.3 AChE 不 敏感 性 


在 有 残杀 威 、 对 氧 磷 杀 虫 剂 存在 时 ， 敏 感 和 抗 性 品系 成 虫 头 部 AChE 的 残留 活性 频 
数 分 布 图 (图 1 和 图 2) 显示 出 ，JS 品系 的 残留 频数 的 分 布 中 心 位 置 对 残杀 威 和 对 氧 磷 分 
别 在 0. 03 一 0. 05, ， 和 0. 02 一 0. 05 之 间 ， 而 GBR 系 的 活力 频数 中 心 分 别 在 0. 04~0. 06 和 
0.05~0. 06， 说 明 抗 性 品系 比 敏感 品系 成 虫 头 部 AChE 活力 在 有 机 磷 或 氨基 甲酸 酯 抑制 
后 , 存 有 较 高 的 活力 。 对 广州 东莞 田间 小 莱 蛾 种 群 , 在 有 上 述 两 种 药剂 抑制 时 ，AChE 残 
留 活 力 的 频数 中 心 范围 较 宽 ， 从 0. 02 到 0. 17 和 0. 02~0. 23 均 有 出 现 ， 表 明了 田间 小 菜 蛾 
种 群 的 AChE 对 两 种 杀 虫 剂 抑制 的 不 敏感 性 抗 性 机 制 为 遗传 条 合 状态 。 
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MPRA ARERR AChE 活力 
被 残杀 威 或 对 氧 磷 杀 虫 剂 抑制 百分率 计算 


制 时 , GBR 品系 在 DG 种 群 AChE 活力 抑 
制 百分率 分 别 为 50. 97% 和 43. 9896, ， 有 对 


( 见 表 3), 所 得 结果 也 显示 出 ， 在 残杀 威 抑 
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3 讨论 


害虫 抗 药 性 侦 测 和 监测 是 抗 药 性 治理 的 重要 环节 。 治理 策略 是 要 降低 抗 药 性 等 位 基 
因 频 率 、 降 低 显 性 和 减少 遗传 型 ， 以 达到 防治 和 延缓 抗 药 性 和 延长 现 用 农药 的 使 用 寿命 
以 及 提高 其 效果 之 目的 。 目 前， 检测 昆虫 抗 药 性 的 生物 化 学 和 分 子 生物 学 技术 有 替代 过 
去 传统 生物 测定 的 趋势 。 由 于 后 者 费 虫 费时 ,不 能 了 解 害 忠 的 抗 药 性 机 制 ,测定 害虫 个 体 
抗 药性 的 生化 机 制 的 实际 可 行 方法 为 田间 种 群 早 期 侦 测 及 以 后 的 监测 提供 了 可 能 性 。 

早期 Pasteur 与 Georghiou…- 曾 报道 了 蚊虫 酯 酶 的 滤纸 斑点 法 。 随 后 ， 类 似 方 法 也 用 
在 其 它 害 虫 "… 。 在 此 基础 上 ， 进 而 发 展 了 对 蚊虫 的 AChE 不 敏感 性 抗 性 机 制 的 测定 技 
ARE, AChE 对 抑制 剂 作用 不 敏感 性 是 一 些 昆 贝 对 有 机 磷 和 氨基 甲酸 酯 抗 性 的 重要 机 制 
ZO, AChE 敏感 性 降低 也 是 小 菜 蛾 对 有 机 磷 和 氨基 甲酸 酯 产生 抗 性 的 主要 机 
17, 

ASF FE FA AB RAT AE FAR EE. HB SE EN SER TO SIUS CLER a Na BY HT HE 
特征 ， 测 定 此 种 机 制 是 否 存在 于 抗 性 种 群 中 ， 在 不 同 种 群 之 则 的 差别 和 测 出 种 群 中 该 基 
因 的 分 布 频率 , 为 早期 抗 性 预测 和 治理 提供 依据 。 这 种 生化 技术 测定 AChE 可 在 25 CH 
温 中 制 成 AChE 活力 斑点 ， 选 择 一 个 合适 的 药剂 抑制 浓度 后 ， 可 立即 或 数 日 后 集中 在 实 
验 室 内 进行 杀 虫 剂 抑 制 和 显 色 .此 斑点 法 具有 简便 、 快 速 、 准 确 和 成 本 低 之 优点 。 本 研究 
除了 用 光 密 度 计 直接 测定 外 , 根据 AChE 在 膜 上 斑点 反应 的 颜色 , 制 成 系列 的 色谱 条 , 并 
标 出 用 光 密 度 OD 值 ， 使 试验 结果 与 色谱 条 比较 。 从 田间 试验 的 数据 也 证 实 了 斑点 法 能 
预测 小 莱 蛾 对 有 机 磁 和 氨基 甲酸 酯 杀 虫 剂 的 抗 性 .为 了 使 该 方法 能 够 广泛 应 用 ， 当 抗 性 
频率 二 10% 时 ， 应 及 时 地 向 植 保 部 门 和 农药 销售 部 门 以 及 农民 提供 动态 信忠 ，Rouch 和 
mille “报道 , 取样 50 头 害虫 , 就 可 证 实 抗 性 频率 是 否 之 10% , 且 准 确 性 达 95%。 在 相对 低 
的 频率 情况 下 ， 能 快速 、 准 确 地 测 出 抗 性 害虫 个 体 频 率 ， 达 到 及 时 预报 的 目的 。 
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TECHNIQUE FOR IDENTIFICATION OF INSENSITIVE 
ACETYLCHOLINESTERASE IN RESISTANT INDIVIDUALS 
OF DIAMONDBACK MOTH 


Wang Jing Yuan Jiagui Sun Yunqin 
(Institute of Zoology, Academia Sinica Beijing 100080) 


El-Said Fawag Abadalla 
(Plant Protection Department, National Research Centre Cairo Egypt) 


Abstract Acetylcholinesterase insensitivity is an important mechanism of resistance of di- 
amondback moth (Plutella xylostella (L.)) to organophosphorus and carbamate insecti- 
cides, which has been widely recognized and documented. A dot-blot on nitrocellulose mem- 
branes technique for identification of insensitive AChE in single insect provides the opportu- 
nity for early detection and subsequent monitoring of resistance in field population. The . 
technique is simple, sensitive and inexpensive. The percentages of inhibition of AChE activi- 
ties in resistant strain (GBR) and field population (DG) were 50.97% and 43. 96% respec- 
tively in the presence of propoxur and were 63.76% and 35.87% respectively in the pres- 
ence of paraoxon. The results showed the GBR and DG had a higher degree of AChE insen- 


sitivity to OP and carbamate than did the susceptible strain. 


Key words Plutella xylostella (L. ), resistance, acetylcholinesterase, organophosphorus, 


carbamate 


